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海南西海岸红树林伴生植物内生放线菌
多样性及其延缓衰老活性初筛
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摘　 要: 为寻找新型抗衰老药物ꎬ该文以海南西海岸红树林伴生植物为研究对象ꎬ采用 ９ 种不同培养基从 ７
种伴生植物 ２１ 份样品中分离纯化放线菌ꎬ通过 ＰＣＲ 扩增ꎬ１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列分析已纯化放线菌的多样性ꎬ
利用秀丽隐杆线虫(Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓ ｅｌｅｇａｎｓ) 模型筛选菌株来进行延缓衰老活性研究ꎮ 结果表明:(１)从 ７ 种

伴生植物 ２１ 份样品中共分离到 ２６ 株海洋放线菌ꎬ隶属于 ９ 科 １５ 属ꎬ分别为拟诺卡菌属、短状杆菌属、短小

杆菌属、Ｄｅｍｅｑｕｉｎａ、戈登氏菌属、类诺卡氏菌属、Ｌｙｓｉｎｉｍｉｃｒｏｂｉｕｍ、细杆菌属、假诺卡氏菌属、微球菌属、原小单

孢菌属、拟无枝酸菌属、Ｙｉｍｅｌｌａ、北里孢菌属和链霉菌属ꎬ其中链霉菌属为优势菌属ꎮ (２)经秀丽隐杆线虫模

型筛选ꎬ发现有 ２ 株海洋放线菌的发酵粗提物具有延缓秀丽隐杆线虫衰老的作用ꎮ 综上结果说明海南西海

岸红树林伴生植物中含有丰富多样的药用放线菌资源ꎬ为海洋放线菌抗衰老研究奠定了基础ꎮ
关键词: 伴生植物ꎬ 物种多样性ꎬ 内生放线菌ꎬ 抗衰老活性
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　 　 红树林是热带亚热带海岸潮间带的木本植物

群落ꎬ其伴生植物指偶尔出现于红树林最内缘或

边缘地带的海岸、海滨、盐生或陆生植物ꎬ被认为

是红树林的边缘物种(陶曙红等ꎬ２０１６)ꎮ 近年来ꎬ
随着陆地生物资源的广泛研究和日渐枯竭ꎬ海洋

微生物资源备受科学家们的关注ꎮ 许多海洋微生

物与海洋动植物共生ꎬ以获得生存必需的营养(李
艳华和张利平ꎬ２００３)ꎮ 海南西海岸分布着丰富多

样的红树林植物ꎬ为保护国家资源建立了多个红

树林自然保护区ꎬ包括儋州新英湾红树林市级自

然保护区、临高文澜江县级自然保护区和临高彩

桥红树林县级自然保护区等ꎬ为科学研究提供丰

富的研究材料ꎮ 与其他近海环境相比ꎬ红树林是

分离放线菌的理想环境(洪葵ꎬ２０１３)ꎮ 目前已发

现 ２２ ０００ 多个微生物活性产物ꎬ其中约 ７０％由海

洋放线菌产生ꎬ具有多种生理活性ꎬ包括抗菌、抗
肿瘤、抗病毒、增强免疫等 ( Ｍａｎｉｖａｓａｇａｎａ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１４)ꎮ 李飞娜等(２０１７)从澳门红树林植物中分

离到 １９２ 株内生放线菌ꎬ其中获得 ２ 株放线菌新

种ꎬ６ 株潜在放线菌新种中 ５ 株具有抗菌活性ꎮ 有

研究报道ꎬ海洋放线菌 ＡＣＭＡ００６ 的发酵产物具有

很强的抗肿瘤活性和较好的抑菌活性(袁献温和

杨瑞丽ꎬ２００９)ꎮ 有关微生物次级代谢产物的药理

活性报道很多(李菲等ꎬ２０１７ꎻ袁献温和杨瑞丽ꎬ
２００９)ꎬ但对于微生物抗衰老方面的研究则相对较

少ꎮ 线虫是经典模式生物ꎬ具有生命周期短、易培

养、易观察、基因组容量小且图谱清晰等优势(吕

婷ꎬ２０１４)ꎬ目前已广泛应用到抗衰老药物的筛选

和研究过程中(吕婷ꎬ２０１４ꎻ王艳菊等ꎬ２０１４)ꎮ 随

着社会的发展和人们生活水平的不断提高ꎬ人口

老龄化已成为当前不可阻挡的趋势(薛晓利等ꎬ
２０１７)ꎮ ２０１０ 年全国 ６０ 岁以上的老年人口占人口

总数的 １３.２６％ꎬ预计到 ２１ 世纪中叶ꎬ将达到 ４.５
亿ꎬ约占总人口的 １ / ３(曾尔亢等ꎬ２０１２)ꎮ 由此可

见ꎬ抗衰老药物的研究是当前重要而紧迫的任务

(吕婷ꎬ２０１４)ꎮ
目前ꎬ国内外关于线虫延缓衰老模型的研究

主要集中于中药提取物和保健产品的延缓衰老研

究(黄正杰等ꎬ２０１３)ꎬ而关于利用海洋微生物发酵

产物对线虫衰老模型的研究报道较少ꎮ 海洋微生

物拥有独特的活性次级代谢产物ꎬ其代谢产物的

抗衰老研究值得深入探讨ꎮ 到目前为止ꎬ未见有

关于红树林伴生植物共生微生物多样性的研究报

道ꎮ 本研究采用秀丽隐杆线虫作为延缓衰老研究

的模式生物ꎬ以特殊生境的海洋伴生植物为研究

对象ꎬ采用纯培养技术开展其内生放线菌多样性

及其发酵产物对线虫衰老活性的研究ꎬ为研究红

树林放线菌群落组成提供参考ꎬ以及期望获得强活

性菌株ꎬ为开发新型抗衰老药物提供强活性菌源ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

所用材料为 ７ 种伴生植物样品:海马齿( Ｓｅｓｕ￣
ｖｉｕｍ ｐｏｒｔｕｌａｃａｓｔｒｕｍ)、厚藤( Ｉｐｏｍｏｅａ ｐｅｓ￣ｃａｐｒａｅ)、鱼
藤(Ｄｅｒｒｉｓ ｔｒｉｆｏｌｉａｔａ)、曼陀罗(Ｄａｔｕｒａ ｓｔｒａｍｏｎｉｕｍ)、
苦郎树 ( Ｃｌｅｒｏｄｅｎｄｒｕｍ ｉｎｅｒｍｅ)、猩猩草 ( Ｅｕｐｈｏｒｂｉａ
ｃｙａｔｈｏｐｈｏｒａ)、弯枝黄檀(Ｄａｌｂｅｒｇｉａ ｃａｎｄｅｎａｔｅｎｓｉｓ)ꎮ
材料由广西中医药大学高程海研究员鉴定ꎮ 样品

于 ２０１７ 年 ７ 月采集于海南西海岸的红树林ꎬ经纬

度、物种编号、植物种类及组织等信息见表 １ 所

示ꎮ 分别采取花、茎、叶和胚轴ꎬ先用无菌水冲洗

样品表面 ３ 遍ꎬ立即装入密封采样袋ꎬ置于采样冰

盒中 ２４ ｈ 内送回实验室ꎻ然后进行研磨、稀释涂

布、培养ꎮ 野生秀丽线虫用于本研究抗衰老活性

的初步筛选ꎬ由广西科学院汪斌博士惠赠ꎮ
１.２ 方法

１.２.１ 伴生植物样品的处理　 去除伴生植物表面的

４９２ 广　 西　 植　 物 ４０ 卷



表 １　 样品采集信息
Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｓａｍｐｌｅｓ

样品编号
Ｓａｍｐｌｅ
ｃｏｄｅ

植物名称
Ｐｌａｎｔ ｎａｍｅ

植物组织
Ｐｌａｎｔ ｔｉｓｓｕｅ

经纬度
Ｌｏｎｇｉｔｕｄｅ
ａｎｄ ｌａｔｉｔｕｄｅ

Ｈ１ 海马齿
Ｓｅｓｕｖｉｕｍ
ｐｏｒｔｕｌａｃａｓｔｒｕｍ

叶、茎
Ｌｅａｆ ａｎｄ ｓｔｅｍ

１０９°３３″５０′Ｅ、
１９°５１″２７′Ｎ

Ｈ２ 厚藤
Ｉｐｏｍｏｅａ ｐｅｓ￣ｃａｐｒａｅ

花、茎、叶
Ｂｌｏｓｓｏｍꎬ ｓｔｅｍ
ａｎｄ ｌｅａｆ

１０９°３３″５０′Ｅ、
１９°５１″２７′Ｎ

Ｈ３ 鱼藤
Ｄｅｒｒｉｓ ｔｒｉｆｏｌｉａｔａ

花、茎、叶
Ｂｌｏｓｓｏｍꎬ ｓｔｅｍ
ａｎｄ ｌｅａｆ

１０９°５９″３７′Ｅ、
１５°５５″０７′Ｎ

Ｈ４ 曼陀罗
Ｄａｔｕｒａ ｓｔｒａｍｏｎｉｕｍ

花、茎、叶、胚轴
Ｂｌｏｓｓｏｍꎬ ｓｔｅｍꎬ
ｌｅａｆ ａｎｄ ｈｙｐｏｃｏｔｙｌ

１０９°３３″５０′Ｅ、
１９°５１″２７′Ｎ

Ｈ５ 苦郎树
Ｃｌｅｒｏｄｅｎｄｒｕｍ ｉｎｅｒｍｅ

茎、叶、胚轴
Ｓｔｅｍꎬ ｌｅａｆ
ａｎｄ ｈｙｐｏｃｏｔｙｌ

１０９°５９″３７′Ｅ、
１９°５５″０７′Ｎ

Ｈ６ 猩猩草
Ｅｕｐｈｏｒｂｉａ ｃｙａｔｈｏｐｈｏｒａ

花、茎、叶
Ｂｌｏｓｓｏｍꎬ ｓｔｅｍ
ａｎｄ ｌｅａｆ

１０９°３３″５０′Ｅ、
１９°５１″２７′Ｎ

Ｈ７ 弯枝黄檀
Ｄａｌｂｅｒｇｉａ ｃａｎｄｅｎａｔｅｎｓｉｓ

茎、叶、胚轴
Ｓｔｅｍꎬ ｌｅａｆ
ａｎｄ ｈｙｐｏｃｏｔｙｌ

１０９°３３″５０′Ｅ、
１９°５１″２７′Ｎ

杂质ꎬ分别选取完整无病虫害的花、茎、叶、胚轴进

行表面消毒ꎬ先用 ５％的次氯酸钠溶液浸泡 ８ ｍｉｎꎬ
无菌水冲洗 ３ 次ꎻ再用 ７５％ 的酒精溶液浸泡 ５
ｍｉｎꎬ无菌水冲洗 ３ 次ꎮ 分离培养基参考李飞娜等

(２０１７)ꎮ 分别取少量表面消毒后的植物材料约 ２
ｇ 于研钵中充分研磨ꎬ吸取 ２ ｍＬ 无菌水与研磨后

的浆液混匀ꎬ此浓度液作为样品原液ꎬ再依次稀释

到 １０ ￣４组织悬液ꎮ 分别取 １００ μＬ １０ ￣４组织悬液涂

布在 ９ 种 分 离 培 养 基 ( ＡＧＧ、 Ｍ４、 Ｍ５、 Ｍ７、 Ｍ９、
Ｍ１０、ＩＳＰ７、ＩＳＰ３ 和 Ｍ１１)上ꎬ样品原液置于 ４ ℃冰

箱暂存ꎮ
１.２.２ 菌株的分离纯化及保藏 　 参考吴家法等

(２０１７)的方法ꎬ分离平板置于 ２８ ℃恒温培养箱培

养 ２ ~ ８ 周通过形态观察ꎬ挑选质地致密程度较高ꎬ
边缘内陷明显的放线菌菌落在 ＩＳＰ２ 培养基上进行

三区划线纯化ꎬ如有杂菌则进行二次纯化或多次

纯化ꎬ直至得到单一纯净的菌落ꎬ并记录菌落数及

菌落的形态特征ꎮ 获得纯菌株采用 Ｃｈｅｌｅｘ￣１００ 法

(周双清等ꎬ２０１０)提取基因组 ＤＮＡꎻ参照 Ｗａｌｓｈ ｅｔ
ａｌ.(１９９１)的方法进行 ＰＣＲ 梯度扩增ꎬ扩增引物为

通 用 引 物 ２７Ｆ ( ５′￣ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ￣
３′) 和 １４９２Ｒ ( ５′￣ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ￣３′)ꎮ

ＰＣＲ 反应条件:９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎬ后进行 ３０ 个循

环(９４ ℃ ３０ ｓꎬ５５ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ ９０ ｓ)ꎬ循环结束

后ꎬ７２ ℃ 延伸 １０ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 产物用 １％琼脂糖凝

胶电泳检测ꎬ利用 Ｂｉｏ￣ＲＡＤ 凝胶成像仪观察电泳

结果ꎮ Ｇｅｌ Ｌｏｇｉｃ ２２００ Ｐｒｏ 凝胶成像仪检验条带合

格后委托上海美吉生物医药技术有限公司广州分

公司进行测序ꎮ 测序结果经 ＤＮＡ Ｓｔａｒ 软件整理ꎬ
利用数据库 ＥｚＢｉｏＣｌｏｕｄ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｅｚｔａｘｏｎ. ｏｒｇ / )
(Ｋｉｍ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００９)及 Ｂｌａｓｔ 网站进行在线比对ꎻ对
１６Ｓ ｒＲＮＡ基因序列进行相似性比对搜索ꎮ 将纯化

好的菌株制成 ２０％(Ｖ / Ｖ)甘油管保存于－８０ ℃超

低温冰箱中ꎮ
１.２.３ 放线菌粗提物的制备 　 参考覃媚等(２０１６)
的方法ꎬ从 ＩＳＰ２ 固体培养基上挑取 ２６ 株对数生长

期的菌丝接种到 ２００ ｍＬ ＩＳＰ２ 液体培养基中ꎬ在恒

温振荡培养箱中 ２８ ℃、１８０ ｒｍｉｎ￣１发酵 ７ ｄꎻ离心

收集发酵液ꎬ发酵液用乙酸乙酯萃取(用符号 Ｅ 表

示)ꎬ取上层乙酸乙酯层浓缩备用ꎻ菌体(用符号 Ｔ
表示)用丙酮破壁后甲醇萃取浓缩干燥ꎬ收集粗提

物ꎬ用于线虫抗衰老活性的初步筛选ꎮ
１.２.４ 线虫的寿命实验 　 参考 Ｌａｋｏｗｓｋｉ ＆ Ｈｅｋｉｍｉ
(１９９８)的方法ꎬ检测 ２６ 株放线菌发酵粗提物是否

具有延缓线虫衰老的作用ꎮ 将线虫涂布于含有

ＯＰ５０ 的 ＮＧＭ(ｎｅｍａｔｏｄｅ ｇｒｏｗｔｈ ｍｅｄｉａ)固体培养基

上ꎬ置于 ２０ ℃ 恒温培养箱培养约 ４８ ｈ 后可见 Ｌ４
期成 熟 线 虫ꎬ 此 时 线 虫 可 用 于 实 验 ( Ｂｒｅｎｎｅｒꎬ
１９７４)ꎮ ＮＧＭ 固体培养基(黄正杰等ꎬ２０１３):Ｎａｃｌ
３ ｇꎬ蛋白胨 ２. ５ ｇꎬＡｇａｒ １７ ｇꎬ去离子水 ９７５ ｍＬꎮ
１２１ ℃ꎬ２０ ｍｉｎꎬ灭菌后ꎬ待培养基温度降至 ５５ ℃ꎬ
依次加入 ＣａＣｌ２ １ ｍＬꎬＭｇＳＯ４ １ ｍＬꎬＫ３ＰＯ４ ２５ ｍＬꎬ５
ｍｇｍＬ￣１胆固醇 １ ｍＬꎬ混匀后ꎬ倒入一次性平板ꎬ
平板至少放置 １ ｄ 后可用或置于 ４ ℃下一个月内

使用完毕ꎮ
线虫的同期化:取传代后线虫用约 １０ ｍＬ 的

Ｍ９ 缓冲液(Ｎａ２ＨＰＯ４ ６ ｇꎬＫＨ２ＰＯ４ ３ ｇꎬ ＮａＣｌ ５ ｇꎬ
ＭｇＳＯ４７Ｈ２Ｏ ０.２５ ｇꎬ去离子水 １ Ｌ)重复清洗到

１５ ｍＬ 离心管中ꎬ用微孔滤膜过滤ꎬ取下层液体备

用ꎮ １００ ｍＬ 大肠杆菌发酵液离心ꎬ去掉上清液ꎬ备
用ꎮ 取含有大量虫卵的液体滴加于涂布有 ＯＰ５０
的 ＮＧＭ 平板中心ꎬ平板中还需加入一定量的 ＦＤＵ
抑制线虫后代的产生ꎮ

寿命实验:将菌体粗提物样品浸膏溶解于 ２％
ＤＭＳＯ 中ꎬ终浓度为 １００ ｍｇＬ￣１(实验组)ꎬ阿维菌

５９２３ 期 李蜜等: 海南西海岸红树林伴生植物内生放线菌多样性及其延缓衰老活性初筛



素 １００ ｍｇＬ￣１(阳性对照)ꎬＤＭＳＯ ０ ｍｇＬ￣１(空白

对照)涂布于含有 ＯＰ５０ 的 ＮＧＭ 平板上ꎬ每块平板

挑去 ２０ 条处于 Ｌ４ 期的线虫ꎬ每组取 ５ 个平板ꎬ置
于 ２０ ℃ 下恒温箱培养ꎬ此时记为寿命实验第 ０
天ꎮ 每天观察并记录线虫存活的数量ꎮ ＤＭＳＯ 在

线虫寿命实验中的安全剂量为 ２％ꎬ本研究未超过

安全使用剂量ꎬ不会影响实验结果ꎮ
活性菌株粗提物液质谱图:取具有延缓线虫

衰老活性的菌株粗提物 ５ ｍｇꎬ配制成一定浓度的

溶液来进行液质联用(ＨＰＬＣ￣ＭＳ)谱图扫描ꎬ液相

色谱柱为 Ｌｕｎａ ５ｕ Ｃ１８(２) １００Ａ １５０ ｍｍ × ４. ６０
ｍｍ ５ ｍｉｃｒｏｎꎬ流动相为甲醇－水(含 ０.１％甲酸)ꎬ流
速为 １ ｍＬｍｉｎ￣１ꎬ分析时间为 ５０ ｍｉｎꎬ梯度洗脱ꎮ
质谱采用电喷雾离子源 ( ＥＳＩ 源)ꎬ源喷射电压

( ＩＳ)为 ４ ５００ Ｖꎬ雾化温度为 １８０ ℃ꎮ 根据质谱图

信息分子离子峰ꎬ通过查阅 ＳｃｉＦｉｎｄｅｒ 来初步推断

代谢产物类型ꎮ
１.３ 统计分析

所有数据采用 ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ １７.０ 进行统计分

析ꎬ图表采用 Ｅｘｃｅｌ ２０１３ 和 Ｇｒａｐｈｐａｄ ｐｒｉｍ ５ 绘制ꎬ
通过 ＤＮＡ Ｓｔａｒ 软件进行序列整理和 ＭＥＧＡ５.０ 软

件构建系统发育树及聚类分析ꎬＤａｔａＡｎａｌｙｓｉｓ 进行

液质联用分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 红树林伴生植物内生放线菌多样性分析

根据菌落形态特征进行初步排重后ꎬ选择 ６２
株菌进行 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因扩增和序列比对分析ꎬ结
果表明 ６２ 株细菌中 ２６ 株为放线菌ꎬ分布于 ６ 个目

９ 个科 １５ 个属ꎮ ２６ 株内生放线菌在 １５ 个属的多

样性分布如图 １ 所示ꎬ链霉菌属( Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ)分

离出 ５ 株菌ꎬ占所分离放线菌株总数的 １９.２３％ꎮ
此次研究分离到的稀有放线菌包括拟诺卡菌属

(Ｎｏｃａｒｄｉｏｐｓｉｓ)、短状杆菌属(Ｂｒａｃｈｙｂａｃｔｅｒｉｕｍ)、短小

杆菌属 ( Ｃｕｒｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ)、 Ｄｅｍｅｑｕｉｎａ、戈 登 氏 菌 属

(Ｇｏｒｄｏｎｉａ)、类诺卡氏菌属(Ｎｏｃａｒｄｉｏｉｄｅｓ)、Ｌｙｓｉｎｉｍｉ￣
ｃｒｏｂｉｕｍ、细杆菌属(Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ)、假诺卡氏菌属

(Ｐｓｅｕｄｏｎｏｃａｒｄｉａ)、微球菌属(Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓ)、原小单孢

菌属(Ｐｒｏｍｉｃｒｏｍｏｎｏｓｐｏｒａ)、拟无枝酸菌属(Ａｍｙｃｏｌａ￣
ｔｏｐｓｉｓ)、Ｙｉｍｅｌｌａ、北里孢菌属(Ｋｉｔａｓａｔｏｓｐｏｒａ)ꎬ占分离放

线菌总数的 ８０.７６％ꎮ
２６ 株可培养内生放线菌的物种组成见表 ２ꎮ

表 ２　 ２６ 株可培养内生放线菌的物种组成
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒａｂｌｅ ２６ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ

菌株编号
Ｓｔｒａｉｎ ｃｏｄｅ

相近种
Ｏｒｉｇｉｎ

１６Ｓ ｒＲＮＡ
基因序列
相似性

１６Ｓ ｒＲＮＡ
ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｉｄｅｎｔｉｔｙ
(％)

ＩＭＤＧＸ ６０２８ Ａｍｙｃｏｌａｔｏｐｓｉｓ ｎｉｉｇａｔｅｎｓｉｓ ９７.７６

ＩＭＤＧＸ ６０４９ Ｂｒａｃｈｙｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓａｃｅｌｌｉ ９７.２３

ＩＭＤＧＸ ６１６９ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｕｓ ９９.６１

ＩＭＤＧＸ ６１９３ Ｓ. ｍａｒｏｋｋｏｎｅｎｓｉｓ ９８.７０

ＩＭＤＧＸ ６２２５ Ｇｏｒｄｏｎｉａ ｈｏｎｇｋｏｎｇｅｎｓｉｓ ９９.７４

ＩＭＤＧＸ ６２４７ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ａｌｂａｄｕｎｃｕｓ ９９.６１

ＩＭＤＧＸ ６３６４ Ｐｓｅｕｄｏｎｏｃａｒｄｉａ ｃａｒｂｏｘｙｄｉｖｏｒａｎｓ １００

ＩＭＤＧＸ ６５７８ Ｎｏｃａｒｄｉｏｉｄｅｓ ｓｉｍｐｌｅｘ ９９.３５

ＩＭＤＧＸ ６０４６ Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｉｏｄｉｎｕｍ ９８.８０

ＩＭＤＧＸ ６０４８ Ｂｒａｃｈｙｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｐａｒａｃｏｎｇｌｏｍｅｒａｔｕｍ ９９.７４

ＩＭＤＧＸ ６１１８ Ｃｕｒｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ａｌｂｉｄｕｍ ９９.３３

ＩＭＤＧＸ ６１１９ Ｄｅｍｅｑｕｉｎａ ｓａｌｓｉｎｅｍｏｒｉｓ ９９.１０

ＩＭＤＧＸ ６１３１ Ｉｓｏｐｔｅｒｉｃｏｌａ ｊｉａｎｇｓｕｅｎｓｉｓ ９９.４９

ＩＭＤＧＸ ６１３７ Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓａｃｃｈａｒｏｐｈｉｌｕｍ ９８.１５

ＩＭＤＧＸ ６１５０ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｃａｒｐａｔｉｃｕｓ ９８.９５

ＩＭＤＧＸ ６１７３ Ｌｙｓｉｎｉｍｉｃｒｏｂｉｕｍ ｐｅｌｏｐｈｉｌｕｍ ９８.３２

ＩＭＤＧＸ ６１９５ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｎｏｖａｅｃａｅｓａｒｅａｅ １００

ＩＭＤＧＸ ６２３９ Ｎｏｃａｒｄｉｏｐｓｉｓ ｐｒａｓｉｎａ ９８.４４

ＩＭＤＧＸ ６２７０ Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｐｅｒｍｅｎｓｅ ９７.７５

ＩＭＤＧＸ ６３１３ Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ａｒｂｏｒｅｓｃｅｎｓ ９９.０９

ＩＭＤＧＸ ６３１６ Ｍ. ｐｒｏｔｅｏｌｙｔｉｃｕｍ ９９.４８

ＩＭＤＧＸ ６３２６ Ｃｕｒｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｃｉｔｒｅｕｍ ９９.４９

ＩＭＤＧＸ ６３２９ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｄｒｏｚｄｏｗｉｃｚｉｉ ９９.３５

ＩＭＤＧＸ ６４５８ Ｎｏｃａｒｄｉｏｐｓｉｓ ｓｙｎｎｅｍａｔａｆｏｒｍａｎｓ ９９.４９

ＩＭＤＧＸ ６４６９ Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓ ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ ９９.８７

ＩＭＤＧＸ ６４６９￣１ Ｙｉｍｅｌｌａ ｌｕｔｅａ ９８.３９

根据放线菌菌株与典型菌株比对ꎬ１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因

序列相似性小于 ９８.５％的菌株是新种的可能性为

８０％(徐丽华等ꎬ２００７)ꎮ １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列相似

性比对分析结果显示菌株 ＩＭＤＧＸ ６０２８、 ＩＭＤＧＸ
６０４９、 ＩＭＤＧＸ ６１３７、 ＩＭＤＧＸ ６１７３、 ＩＭＤＧＸ ６２７０、
ＩＭＤＧＸ ６２３９ 和 ＩＭＤＧＸ ６４６９￣１ 与有效发表菌株
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图 １　 ２６ 株内生放线菌在 １５ 个属的多样性分布
Ｆｉｇ. １　 Ｄｉｖｅｒｓｉｔｉｅｓ ｏｆ ２６ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ

ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｆｔｅｅｎ ｇｅｎｅｒａ

Ａｍｙｃｏｌａｔｏｐｓｉｓ ｎｉｉｇａｔｅｎｓｉｓ、Ｂｒａｃｈｙｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓａｃｅｌｌｉ、Ｍｉ￣
ｃｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓａｃｃｈａｒｏｐｈｉｌｕｍ、 Ｌｙｓｉｎｉｍｉｃｒｏｂｉｕｍ ｐｅｌｏｐｈｉ￣
ｌｕｍ、Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｐｅｒｍｅｎｓｅ、Ｎｏｃａｒｄｉｏｐｓｉｓ ｐｒａｓｉｎａ 和

Ｙｉｍｅｌｌａ ｌｕｔｅａ 的最高相似度分别为 ９７.７６％、９７.２３％、
９８.１５％、９８.３２％、９７.７５％、９８.４４％和９８.３９％ꎬ即这 ７ 株

菌株有可能为潜在的放线菌新物种ꎮ
２.２ ２６ 株内生放线菌在植物组织、植物种类及培养

基中的分布

由图 ２ 可知ꎬＭ７ 培养基分离得到的菌株数量

和多样性最多ꎬ分别为 １２ 株放线菌ꎬ隶属于 ９ 个

属ꎻ其次是 Ｐ３ 培养基ꎬ分离得到 １１ 株放线菌ꎬ隶
属于 ８ 个属ꎻ第三是 Ｍ４ 培养基ꎬ分离得到 ９ 株放

线菌ꎬ隶属于 ７ 个属ꎮ 其中ꎬＭ７ 和 Ｍ４ 两种培养基

均含有 Ｌ－天冬酰胺作为氨基酸来满足放线菌的营

养需求ꎮ 这三种不同的培养基分离得到的菌株数

量和多样性均较多ꎬ可作为今后培养放线菌的首

选培养基ꎮ Ｍ１１ 培养基(棉子糖－组氨酸培养基)
分离得到菌株数量和多样性均最少ꎬ为 ４ 株放线

菌ꎬ隶属于 ４ 个属ꎮ
从不同植物组织分离得到的放线菌菌株数量

和多样性结果见图 ３ꎮ 从茎中分离得到的放线菌

菌株数量和多样性最多ꎬ为 １８ 株放线菌ꎬ隶属于

１２ 个属ꎻ其次是叶子分离得到 １６ 株放线菌ꎬ隶属

于 １０ 个属ꎻ胚轴中分离得到的菌株数量和多样性

较少ꎮ
从图 ４ 可见ꎬＨ５ 苦郎树植物分离得到 １３ 株放

线菌ꎬ隶属于 ８ 个属ꎻＨ３ 鱼藤分离得到 １０ 株放线

菌ꎬ隶属于 ５ 个属ꎻＨ７ 弯枝黄檀分离得到 ８ 株放线

菌ꎬ隶属于 ８ 个属ꎮ

图 ２　 不同培养基分离得到的内生放线菌
Ｆｉｇ. ２　 Ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ ｉｓｏｌａｔｅｄ

ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｄｉａ

图 ３　 不同植物组织分离得到的内生放线菌
Ｆｉｇ. ３　 Ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｌａｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ

２.３ 伴生植物放线菌发酵产物延缓衰老活性分析

对伴生植物样品中获得的 ２６ 株内生放线菌的

乙酸乙酯萃取物(Ｅ)和菌体的甲醇萃取物( Ｔ)进

行线虫延缓衰老活性筛选ꎬ采用 ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ
１７.０ 进行统计分析ꎬ以平均值±标准差表示ꎮ 由表

３ 可知ꎬ ＩＭＤＧＸ ６３６４Ｔ 和 ＩＭＤＧＸ ６１９３Ｔ 这 ２ 株放

线菌具有显著延缓线虫衰老的活性ꎬ分别从曼陀

罗叶子和苦郎树叶子中分离得到ꎮ 两株放线菌

ＩＭＤＧＸ ６３６４ 和 ＩＭＤＧＸ ６１９３ 分别对其发酵所得乙

酸乙酯粗提物和菌体的甲醇粗提物进行线虫寿命

实验ꎬ表明它们菌体的甲醇粗提物具有显著的延

缓衰老活性ꎮ
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图 ４　 不同伴生植物样品分离得到的内生放线菌
Ｆｉｇ. ４　 Ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍａｎｇｒｏｖｅ ｐｌａｎｔ ｓａｍｐｌｅｓ

表 ３　 ２６ 株内生放线菌培养液粗提物具有

抗衰老活性的菌株平均寿命
Ｔａｂｌｅ ３　 Ａｖｅｒａｇｅ ｌｉｆｅｔｉｍｅ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｆｒｏｍ ２６ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ

ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｎｔｉ￣ａｇｉｎｇ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ

菌株编号
Ｓｔｒａｉｎ ｃｏｄｅ

平均寿命
Ａｖｅｒａｇｅ ｌｉｆｅｔｉｍｅ

(ｄ)

ＩＭＤＧＸ ６３６４Ｔ １１.６７±２.０８∗∗

ＩＭＤＧＸ ６２３９Ｔ ５.６６±１.５３

ＩＭＤＧＸ ６１９３Ｔ １３.００±１.７３∗∗

ＩＭＤＧＸ ６０８８Ｔ ４.３３±１.５３

ＩＭＤＧＸ ６１５９Ｅ ６.３３±３.５１

ＩＭＤＧＸ ６１３９Ｅ ６.００±３.６１

ＩＭＤＧＸ ６０２８Ｅ ４.３７±２.０８

　 注: ∗∗与空白对照组比较ꎬ差异极显著(Ｐ<０.０１)ꎻＥ 表示发
酵液用乙酸乙酯萃取ꎻＴ 表示发酵菌体用丙酮破壁后用甲醇
萃取ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: ∗∗ｒｅｆｅｒｓ ｔｏ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ(Ｐ < ０. ０１)ꎻ Ｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｅｘｔｒａｃｔ ｆｒｏｍ ｅｔｈｙｌ
ａｃｅｔａｔｅꎻ Ｔ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｅｘｔｒａｃｔ ｆｒｏｍ ｍｅｔｈｙｌ ａｌｃｏｈｏｌ.

　 　 根据液质联用谱图信息可知ꎬＩＭＤＧＸ ６１９３Ｔ
的代谢产物在 ３.３ ｍｉｎ 存在一较明显的峰ꎬＩＭＤＧＸ
６３６４Ｔ 在 ３.０ ｍｉｎ 有明显的峰ꎬ分析两活性菌株的

高分辨质谱图可知分子离子峰分别为 ＭＳ ｍ / ｚ
３０５.２１１０ 和 ＭＳ ｍ / ｚ １９０.１０７８ꎬ根据 ＳｃｉＦｉｎｄｅｒ 检索

初步推断其代谢产物分别为 Ｅｌｓｉｎｏｐｉｒｉｎ Ａ (Ｆｒａｎｋ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１８) 和 Ｎ￣Ｍｅｔｈｙｌｃａｌｙｓｔｅｇｉｎｅ Ｂ３ ( Ｎａｏｋｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ
１９９７)ꎬ其中 Ｅｌｓｉｎｏｐｉｒｉｎ Ａ 的化学结构如图 ５ 所示ꎮ

图 ５　 Ｅｌｓｉｎｏｐｉｒｉｎ Ａ 化合物结构图
Ｆｉｇ. ５　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ Ｅｌｓｉｎｏｐｉｒｉｎ Ａ

３　 讨论与结论

我国红树林主要分布于海南、广东、广西、福
建及台湾、香港、澳门等地ꎮ 红树林相比陆地环

境ꎬ强辐射、高盐和低氧等特殊生境ꎬ所蕴育的放

线菌类群丰富ꎬ使放线菌具有更高的拮抗性ꎮ 近

年来ꎬ红树放线菌及其次生代谢产物的研究逐渐

增多 (吴家法等ꎬ２０１７ꎻ李菲等ꎬ２０１７)ꎮ 许敏等

(２０１６)从广东湛江红树林植物中分离得到的内生

放线 菌 中 有 ３ 株 具 有 较 强 杀 线 虫 活 性ꎬ 同 时

２２.６４％菌株具有抗生素合成基因簇ꎮ 为探索海南

西海岸红树林伴生植物内生放线菌资源的特征ꎬ
本研究对采集的 ７ 种伴生植物ꎬ利用 ９ 种分离培养

基ꎬ对样品各个部位的内生放线菌进行分析ꎬ共分

离获得内生放线菌 ２６ 株ꎬ隶属于 ６ 个目 ９ 个科 １５
个属ꎮ 植物不同部位ꎬ其内生放线菌的含量有所

不同ꎬ茎中分离的放线菌含量最多ꎬ叶子中次之ꎬ
胚轴中最少ꎮ 海南西海岸海洋生物多样化ꎬ本研

究从伴生红树中分离发现 ８ 株链霉菌外ꎬ还发现

短状杆菌属(Ｂｒａｃｈｙｂａｃｔｅｒｉｕｍ)、短小杆菌属(Ｃｕｒｔｏ￣
ｂａｃｔｅｒｉｕｍ)、戈登氏菌属 ( Ｇｏｒｄｏｎｉａ)、北里孢菌属

(Ｋｉｔａｓａｔｏｓｐｏｒａ)等稀有放线菌ꎬ为寻找新抗生素提

供丰富菌源ꎮ
以线虫为模型测定 ２６ 株内生放线菌是否具有

抗衰老活性ꎮ 结果显示ꎬ２ 株内生放线菌 Ｐｓｅｕｄｏｎｏ￣
ｃａｒｄｉａ ｃａｒｂｏｘｙｄｉｖｏｒａｎｓ 和 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｍａｒｏｋｋｏｎｅｎｓｉｓ 具

有显著延缓线虫衰老的活性ꎬ分别归属于假诺卡

氏属和链霉菌属ꎮ 根据液质联用谱图信息ꎬ可知

这两株放线菌分别含有结构类似 Ｎ￣Ｍｅｔｈｙｌｃａｌｙｓｔｅｇｉｎｅ
Ｂ３ 和 Ｅｌｓｉｎｏｐｉｒｉｎ Ａ 的化合物ꎮ 据报道ꎬＰｓｅｕｄｏｎｏ￣
ｃａｒｄｉａ ｃａｒｂｏｘｙｄｉｖｏｒａｎｓ 可从土壤和植物样品中分离
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得到 ( Ｎａｖａｒｒｏｍａｒｔｉｎｅｚ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７ )ꎬ Ｐａｒｋ ｅｔ ａｌ.
(２００８)发现它对枯草芽孢杆菌类可产生抑制作

用ꎮ Ｔａｎｖｉｒ ｅｔ ａｌ. ( ２０１６)通过 ＨＰＬＣ￣ＭＳ 测试其主

要活性次级代谢产物为酰胺类化合物ꎮ 本研究通

过秀丽隐杆线虫的衰老模型表明两者均能显著延

缓线虫衰老ꎬ具有一定的抗衰老活性ꎮ
通常环境微生物中只有 １％能够被实验室培

养(吴家法等ꎬ２０１７)ꎮ 本实验通过综合各研究团

队所用的分离培养基营养成分ꎬ用 ９ 种不同营养

成分的分离培养基共得到分布于 ９ 个科 １５ 个属的

２６ 株放线菌ꎬ所获稀有放线菌数量和种类相对较

高ꎬ说明海南西海岸红树林伴生植物具有丰富的

多样性ꎬ为后期放线菌分离方法研究提供可靠依

据ꎬ为进一步解决人类疾病的实际问题ꎬ寻找具有

延缓衰老药物提供活性菌株ꎮ 目前ꎬ人类对海洋

内生放线菌的了解很有限ꎬ摸索适合红树内生菌

研究的方法ꎬ尽可能多地分离纯化难培养或未培

养的微生物仍是当前微生物研究的重要内容ꎮ
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